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ヒ ト歯 肉線維芽細 胞か らの炎症性 サ イ トカイ ン産生 に
対 す るamphotericinBの修飾作用
清 浦 有 祐2玉井利代子2小 林 良 誌1
Amphotericin　B　Modulates　Inflammatory　C tokine　Production
　　　　　　　　　　　　 in　Human　Gingival　Fibroblasts
Yoshifumi　KOBAYASHI,　Riyoko　TAMAI1　and　Yusuke　KIYOURA1
　　　 Amphotericin　B(AMPH)is　 a　representative　polyene　anti-mycotic　that　reportedly
increases　the　host　defense　mechanism,　thereby　indirectly　inhibiting　fungal　infection.
The　present　study　determined　the　effects　of　AMPH　 on　human　 gingival　fibroblast-medi-
ated　inflammatory　cytokine　production　in　response　to　infection　by　the　oral　indigenous
bacteria　Fusobacteriuｍ　nucleatuｍ(F.nucleatum).
　　　 Human　 gingival fibroblasts　were　cultured　for　24　hours　in　10% FBS　containingα-
MEM　 medium　 in　96-well　microplates　at　1×105/ml(0.2　ml/well).　Following　this,　AMPH
and　a　Ｆ.　nucleatum　suspension　was　added,　and　the　fibroblasts　were　cultured　for　an　ad-
ditional　24　hours.　Levels　of　inflammatory　cytokines　IL-6,　IL-8,　and　MCP-1 in　the　cul-
ture　medium　 were　measured　using　ELISA　kits.
　　　 Production　of　IL-6　and　IL-8　was　significantly　greater　when　2.5μg/ml　AMPH　 was
added　concurrently　with　a　F.　nucleatum　suspension(1×105　CFU/ml),　compared　to　F.
nucleatum　treatment　alone.　However,　AMPH　 significantly　decreased　human　 gingival
fibroblast-mediated　MCP-1 production　in　response　to　F.　nucleatum.
　　　 These　results　suggest　that　AMPH　 both　enhances　and　inhibits　bacteria-mediated
host　cell　inflammatory　cytokine　production.　Accordingly, AMPH　 may　be　cytotoxic　to　the
host　cell　by　causing　disarray　in　the　host　cell's　cytokine　network.
Key　words:amphotericin　B,　inflammatory　c tokine,　human　gingival　fibroblasts,　cytokine
AMPHは真菌 の細胞膜のergosterolに結合 して,
細胞膜 を傷害することで殺菌作用を示す1，5)。一方,
そのような直接的な殺菌作用以外に宿主の感染防
御機能を亢進 させ ることで,真 菌感染を抑制する
側面 もAMPHに あることが報告 されている1，5～8)。
このような作用は,AMPH以 外の抗真菌薬で も
言緒
　Amphotericin　B(AMPH)は ポ リエ ン系 の代
表 的 な 抗 真 菌 薬 で あ り,Candida lbicans(C.
albicans)が主 た る原 因 で あ るカ ンジ ダ症 な どの
真 菌 感 染 症 の 治 療 に広 く使 用 され て い る1～4)。
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報告 され てお り,C.albicansを始 め と した真 菌
感染症で は免疫応 答 を介 した間接 的な抗真菌作 用
の発現が認 め られ る9～12)。AMPHが感染 防御機 能
を高 め る メ カ ニ ズ ム の 一 つ と し て,Toll-like
receptor(TLR)のリガ ン ドとなる こ とが考 え られ
る1，13)。TLRは白血 球 な どの感 染 防御 に携 わ る細
胞が持つ レセプ ターで,病 原微 生物 の菌体成 分 を
認識 して サイ トカイ ンを産生す るこ とで宿主の感
染 防御機 能 を高 め る1，13)。AMPHはStreptomyces
nodosusの産生物 の ため,微 生物 の菌体 成分 とし
てTLRに よって認識 され ることが報告 されている1)。
　TLRを 介 した宿 主 の 白血 球 の活 性 化 は,ヒ ト
に傷害 的に作用す る可能性 もある9，14)。我 々は,骨
粗 鬆症 治 療 薬 で あ るbisphosphonatesが起 こす
顎 骨壊 死 の 発 症 にbisphosphonatesのサ イ トカ
イ ン産生 増強作 用が関与 す る可能性 を報告 してい
る14,15)。その 中で マ ク ロフ ァー ジお よび歯 肉線 維
芽細 胞 のTLRは 歯周 病原性 細 菌 を認識 し,サ イ
トカインを産生す ること,お よび,bisphosphonates
に よ っ て 細 胞 質 タ ンパ ク のcaspase-1およ び
Smad3が活性 化 され る こ とでサ イ トカ イ ン産 生
が亢進 す るこ とを示 した14,15)。
　 した が っ て,カ ン ジ ダ症 の 治 療 に お い てC.
albicansの殺 菌 を 目的 にAMPHを 投与 した場合,
宿主 の常在微生物 に対す る過剰 な免疫 応答 が起 こ
る可能性が考 え られ る。
　AMPHに よ る宿 主細 胞 の 免疫応 答 増強 に関 し
ては,主 に好中球,マ ク ロフ ァー ジや リンパ球 な
どの白血 球 を中心 に報告 され て い る1,16)。しか し
なが ら,代 表的 な真菌 感染症 で あるカ ンジダ症 は
口腔領域 で起 こるこ とが 多 く,口 腔組織 の細胞 に
対す るAMPHの 影響 につ いて も明 らか にす る必
要性 が指 摘 され て い る4,17～19)。本研 究 で は,歯 周
病原性細菌 の1種 で ヒ トの 口腔 内 に多 く存 在す る
Fusobacterium　nucleatum(F.　nucleatum)20，21)に
対 す る ヒ ト歯 肉線 維 芽細 胞 の宿 主 応答 に及 ぼす
AMPHの 影響 を炎症性 サ イ トカ イ ンの産 生 に焦
点を当てて,明 らか にす る ことを試み た。
材料と方法
1.AMPHの 調 整
250μg/mlのAMPH溶 液(Sigma,　St.　Louis,
2012
MO,　USA)を 実験 に際 して,10%ウ シ胎 児血 清
(fetal　bovine　serum,　FBS;GIBCO,　Carlsbad,
CA,　USA)含 有 α一minimal　essential　medium
(α一MEM)培 養液(Sigma,　St,　Louis,　MO,　USA)
で各濃度 に調整 した。
　 2.F.nucleatumの調整
　F.nucleatum　ATCC10953株をGAMブ イ ヨン
(日水 製 薬,東 京)で37℃,嫌 気 条件 下 で48時
間 培養 した。 実験 に 際 して は,無 血 清 α一MEM
培 養 液 で 菌 を3回 洗 浄 後,10%FBS含 有
α一MEM培 養 液 で 図 に示 す 濃度 に な るよ うに調
整 した。
　 3.ヒ ト歯 肉線維芽 細胞の培養
　 ヒ ト歯肉線維 芽細胞 は,我 々が ヒ ト歯 肉組織 か
ら分離 して凍 結保存 してい る細胞 を溶解 して使用
した15)。具体 的 には37℃温 浴 で溶解 した細 胞 をプ
ラスチ ックデ ィッシ ュ(Falcon,　BD　Biosciences,
Franklin　Lakes,　NJ,　USA)で10%FBS含有 α－
MEM培 養 液 を使用 して37℃,5%CO2-95%湿空
気 中で培養 した。 デ ィ ッシュ内で細胞 が コンフル
エ ン トな状 態 にな っ た時 に0.05%trypsin溶液 を
加 え て 細 胞 を剥 離 させ た。 剥 離 し た 細 胞 は,
1000rpmで5分間の 遠心 処 理 に よって 沈殿 させ
た。沈 殿 させ た細胞 は無血 清 α一MEM培 養 液 で
洗 浄 し,同 様 の遠 心処理 を行 った。 次に,沈 殿 し
た歯 肉 線維 芽 細胞 を10%FBS含有 α一MEM培 養
液 で1×105/mlにな るよ うに調整 した。 その細 胞
溶 液 を96wellマイ ク ロ プ レ ー ト(Falcon,　BD
Biosciences)の各wellに0.2ml加え て,24時 間
培養 した。
　 培 養 後 に培 養液 を除 去 し,無 血清 α-MEM培
養液 でwell内を3回 洗 浄 した。 次 にwell内に,
任 意 の 濃 度 に調 整 したAMPH溶 液100μlとF.
nucleatum菌液100μlを加 えた。 なお,各well
の 最終 溶 液 量 は200μlにな る よ うに10%FBS含
有 α－MEM培 養 液 を加 えて調 整 して,24時 間培
養 した。
　 4.各 種 サイ トカインの測定
　 培 養終 了後 に96wellプレー トを1500rpmで5
分 間遠 心処理 を行い,培 養上清 を回収 してサ イ ト
カ イ ンの 定 量 に用 い た。 サ イ トカ イ ン量 は,
ELISAキッ ト(eBioscience,　San　Diego,　CA,　USA,
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R　&　D　Systems,　Minneapolis,　MN,　USAお よ び
Bender　MedSystems,　Vienna,　Austria)を使 用 し
て 測 定 した 。 サ イ トカ イ ン は,interleukin-6(IL-6),
interleukin-8(IL-8),　monocyte　chemoattractant
protein-1(MCP-1),　interleukin-1β(IL-1β),
tumor　necrosis　factorα(TNF一α),γ一interferon
(γ一IFN)の6種 類 で あ る 。
　 5.統 計 処 理
　 統 計 処 理 はone-way　 analysis　ofvarianceを
用 い た 分 散 分 析 の 後,Bonferroni　or　Dunn
methodに よ る 多 重 比 較 検 定 を 行 っ た 。
Amphotericin　B(AMPH)2.5μg/mlによ るF.nucleatum
誘 導IL-6産生 の 増 加.平 均 値 ±SEを 示 す
**P<0.01,compared　with　Ｆ.nucleatum without
AMPH.
図1果結
Amphotericin　B(AMPH)に よ るF.nucleatum(107
CFU/ml)誘 導IL-6産 生 の 濃 度 依 存 的 増 加.平 均 値 ±
SEを 示 す
**P<0.01,compared　with F.nucleatum　107　CFU/
ml　without　AMPH.
図2
　 2.AMPHお よ びF.nucleatumによ るIL-8
　　 産生誘導作 用
　IL-6の場 合 と同様 にAMPHとF.nucleatum
をそれ ぞれ 単独,も しくは両方 を同 時に ヒ ト歯 肉
線 維 芽 細 胞 に 加 え て24時間 培 養 し た(図3)。
IL-8もIL-6と同様 に2.5μg/mlの濃 度 のAMPH
をF.nucleatum　1×107CFU/mlと共 に加 えた場
合 は,IL-8の歯 肉 線 維 芽 細 胞 か らの 産 生 がF.
nucleatum単独 よ りも有意 に増 加 した。 しか し,
　 1.AMPHお よ びF.nucleatumによ るIL_6
　　 産生 誘導作用
　AMPHとF.nucleatumをそれ ぞれ単独,も し
くは両 方 を ヒ ト歯 肉線 維 芽細 胞 に加 えて24時間
培養 した。培養終 了後 に培 養上清 を回収 して,上
清中 のサ イ トカイ ンを調べ た。 その結 果 を図1に
示 す。
　AMPHの み を2.5μg/ml加えて24時間培養 した
場合 は,歯 肉 線維 芽細 胞 か らの有 意 なIL-6の産
生が認 め られ なかった。一方,F.nucleatumを1
×107CFU/ml加えた場 合 は菌 を加 えない場 合 と
比較 してIL-6の産生 が有 意 に高 かっ た。 さらに,
2.5μg/mlの濃 度 のAMPHをF.nucleatum　1×
106CFU/ml,もしくは1×107CFU/mlと同時 に加
えた場合 は,F.nucleatum単独 よ りもIL-6の産
生 が有 意 に増強 された。 なお,結 果 に は示 してい
ない が,IL-6の産 生 を認 め たの と同 じ培養 条 件
でIL-1β,　TNF-α,γ-IFNの産生 につ い て も
調 べた。 しか し,産 生 は認 め られ なか った。
　 次 にAMPHの 添 加 濃 度 を0.4μg/ml,1.0μg/
ml,2.5μg/mlに変 化 させて24時間培養 し,　IL-6
に及ぼす影響 を調べた(図2)。 す でに図1で示 し
た よ う に,2.5μg/mlの濃 度 のAMPHはF.
nucleatum　1×107CFU/mlの刺激 によ る歯肉線維
芽 細 胞 か らのIL-6産生 を有 意 に 増 強 した が,
0.4μg/mlおよび1.0μg/mlの濃度 のAMPHで は
その よ うな効 果は認 め られなか った。 また,い ず
れ の 濃 度 のAMPHで も単 独 で 有 意 なIL-6の産
生 は認 め られ なか った。
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Amphotericin　B(AMPH)2.5μg/mlによ るF.nucleayum
誘 導MCP-1産 生 の 減 少.平 均 値 ±SEを 示 す
**P<0.01,compared　with　F.　nucleatum without
AMPH.
図5Amphotericin　B(AMPH)2.5μg/mlによ るF.nucleatum
誘 導IL-8産生 の 増 加.平 均 値 ±SEを 示 す
**P<0.01,compared　with F.nucleatum without
AMPH.
図3
Amphotericin　B(AMPH)によ るF.nucleatum　(107
CFU/ml)誘導MCP-1産生 に対 す る濃 度 依 存 的 抑 制.
平 均 値 ±SEを 示 す
**P<0.05 and **P<0.01,　compared　with　F.
nucleatum 107　CFU/ml　without　AMPH.
図6Amphotericin　B(AMPH)に よ るF.nucleatum(107
CFU/ml)誘 導IL-8産 生 の 濃 度 依 存 的 増 加.平 均 値 ±
SEを 示 す
**P<0.01,compared　with F.nucleatum　107　CFU/
ml　without　AMPH.
図4
　 3.F.nucleatumによ るMCP_1産 生 誘 導 に
　　 対 す るAMPHの 抑制作用
　 1×107CFU/mlのF.nucleatumを歯 肉線維 芽
細 胞 に加 えて24時間培 養 した場 合,有 意 に高 い
MCP-1産生が認 め られ た。 しか し,2.5μg/ml濃
度 のAMPHをF.nucleatum 1×107　CFU/mlと
同 時添 加 した場合 は,F.nucleatum単独 よ りも
歯 肉線維 芽細 胞 か らのMCP-1産 生 が有 意 に抑 制
IL-6とは 異 な っ て1×106CFU/mlの菌 数 で は
IL-8産生 の増加 は認 め られ なか った。
　 さ らにAMPHの 濃 度 を0.4μg/ml,1.0μg/ml,
2.5μg/mlにし た 場 合,　F.nucleatumによ る
IL-8産生 に 対 す る 増 強 作 用 は0.4μg/mlおよび
1．0μg/mlの濃 度 のAMPHで は認 め られ な か っ
た(図4)。 ま た,い ず れ の濃 度 のAMPHで も
単独で有意 なIL-8の産生 増加 を認 めなかった。
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され た(図5)。
　AMPHの 濃 度 を0.4μg/ml,1.0μg/ml,2.5μg/
mlにす るとMCP-1産生抑制作 用 は,2.5μg/mlの
他に1.0μg/mlの濃度 のAMPHで も認め られ た(図
6)。
　 以 上 の こ とか ら,AMPHはIL-6やIL-8の 場
合 とは異 な り,歯 肉線維 芽細 胞 か らのMCP-1の
産生 を抑制す ることが示 され た。
考 察
　 抗真菌 薬 で あるAMPHが 宿主 の免 疫機能 を亢
進す る ことは,in　vitroにお け るマ ク ロフ ァージ
のサ イ トカイ ン産生 を指標 とした実験系 で報告 さ
れてい る1,5～8，16)。しか し,こ のよ うなAMPHの 薬
理作 用 は 過剰 なサ イ トカイ ン産 生 が宿 主 に傷害
をもた らす ことで,有 害事象 とな る可能性 も考 え
ら れ る。AMPHは,細 菌 で あ るStreptomyces
nodosusの産 生物 で あ る1)。した が って,宿 主 内
に病原微生 物の構成成 分 が侵 入 した場 合 と同様 に,
免疫担 当細 胞表 面 のTLR2とCD14に よって認 識
され る1)。その後,細 胞 内のMyD88とNF-κBを
介 したサ イ トカイ ン遺伝子 の発現 が惹 起 され る1)。
　 本研究 では,AMPHがF.nucleatumに対す る
歯肉線維芽細胞 の サイ トカイ ン産 生 に対 して産生
増強 と抑制 の二面 性 を持つ こ とを明 らか に した。
F.nucleatumはヒ トの 口腔 常在 菌 で あ り,ヒ ト
歯根膜 細胞 の持つTLR2とTLR4に よって 認識 さ
れ る ことが報 告 され てい る21)。
　 F.nucleatumの刺激 に よる歯 肉線 維芽 細 胞 か
らのサ イ トカ イン産 生 が認 め られ たIL-6,　IL-8,
MCP-1の中で,　MCP-1のみ がAMPHに よっ て
産生 が抑 制 され た。 同 じ炎症性 サ イ トカ インの 中
で この ような違 いが認め られ た理由 として は,以
下 の ようなことが考 えられ る。我 々は骨 吸収抑制
薬 で あ るalendronateが,　J774.1細胞 のMCP-1
産 生 に対 して抑 制作 用 を示 し,IL-6に対 して は
増 強作 用 を示 す こと を報 告 した22)。TLR2,もし
くはTLR4リ ガ ン ドの刺激 に よってTLRを 介 し
た細 胞 内のNF-κBの 活 性 化 が起 きてMCP-1
は産生 され る ことが示 されて い る22)。しか し,そ
の際 に細 胞 をalendronateで前処 理 した場合 は,
TLRの リガ ン ドで刺激 して もMCP-1の産生 は前
処理 しない場合 と比 較 して有 意に抑制 されている22)。
その理 由 と して,alendronateがJ774.1細胞 内で
転写 因子 で あるSmad　3の活性 化 を起 こす ことを
示唆 して いる。Smad　3はIL-6の転写 は促進 す る
が,MCP-1の 転 写 は抑 制 す る こ とが 明 らか に さ
れ て い る22～24)。AMPHとalendronateは,　IL-6
の産 生増 強 とMCP-1の産生抑 制 とい う同様 な免
疫 薬 理 作 用 を示 す。 こ の こ と か ら,AMPHの
IL-6とMCP-1産生 に対 す る相 反 した作用 は線維
芽細 胞 の持つSmad　3を活性化 す るため と考 え ら
れ る。 な お,alendronateによ るIL-6産生 増 強
の 原 因 と して は,J774.1細胞 のIL-1β産 生 が増
強 され,こ のIL-1βがIL-6の産 生 を増 強 す る可
能性 が示 されて い る25，26)。しか し,今 回使 用 した
歯 肉線 維芽 細胞 はIL-1βを産生 しな か った。 し
た が っ て,AMPHがIL-1β の 産 生 を誘 導 して
IL-6の産生 が増強 され るとは考 え られ ない。
　 なお,Inaderaらは環境 エス トロゲ ンが ヒ ト乳
癌 細 胞 のMCP-1産 生 を抑 制 す る こと を報告 し
た27)。その メ カニ ズ ム と して,MCP-1遺 伝 子 発
現 調 節 領域 に存 在 す るNF-κB領 域 を介 して転
写活 性が抑 制 され るため と してい る。 したが って,
この ような各々の サイ トカ インに特有 な抑 制 メカ
ニ ズ ムが働 く可能性 も考 え られ る。
　 ヒ ト歯 肉線 維芽細胞 は,ヒ トの 白血球 と同様 に
TLRを 細 胞表 面 に保 持 し,微 生物 の病 原 因 子 を
認 識 す る。 そ して,NF-κBの 活 性 化 な どの一
連 の シグナル トランス ダクシ ョンを惹起 してサ イ
トカ イ ンを産生 す る15)。したがって,歯 肉線 維芽
細胞 で認 め られ たIL-6とMCP-1の産生 増強 ・抑
制作 用 は白血 球全般 で も認 め られ ると考 えられ る。
　 一方,歯 肉線維 芽細 胞 はF.nucleatumの刺激
に よ ってIL-6,IL-8およびMCP-1を 対 照 に比
較 して有意 に高 く産生 した。 しか し,白 血球 と比
較 す ると産生 す るサイ トカイ ンの種 類 が限定 され
る。 今 回,IL-6,　IL-8,さらにMCP-1を検 出 し
た同 一 の培 養液 中 を調べ て もIL-1β,　TNF-α,
γ-IFNのよ うな典型 的 な炎症 性 サ イ トカイ ンは
検 出 され な か った。 したが って,AMPHが 歯 肉
線維 芽細胞 の限定 的なサ イ トカイ ン産生 を さらに
増強,も しくは抑制す ることで細 菌感染 に伴 う炎
症 反応 を一 定の方向 に誘 導す る ことになる と考 え
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織破壊にIL-6が重要な役割を担 うことは明 らか
にされている30)。IL-6は,線維芽細胞からの血管
内皮細胞増殖因子やカテプシンの産生を増強する。
血管内皮細胞は組織の炎症 を増悪 し,カ テプシン
は組織の基質 タンパクを分解することで歯周組織
の炎症と破壊 を誘導す る30)。
　　次にIL-8はIL-6と同様な炎症性サイ トカイン
であるが,好 中球を感染局所に集めると共に活性
化するケモカインとしても作用する。その産生は,
さまざまな微生物感染の際に高 まることが明 らか
にされている31～33)。
　　また,MCP-1も同じく炎症反応を促進す るタ
ンパク質因子であるが,感 染部位 に単球 ・マクロ
ファージを遊走 させ るケモカインである24，34，35)。し
たがって,微 生物感染において,MCP-1産生 が
抑制 されることは,マ クロファージによる感染微
生物の迅速な除去を妨げることに繋がる可能性が
ある。
　　AMPHの有害事象としては腎機能障害があり,
低カルシウム血症,低 マグネシウム血症,多 尿症
などを起 こす ことが報告 されている36～38)。さらに
今回示 したように,口 腔領域におけるAMPHの
投与は,口 腔常在微生物に対する炎症性サイ トカ
インの過剰な産生 を誘導する可能性 も考えられる。
したがって,AMPHの 使用に際 しては,サ イ ト
カイン産生の乱れが生 じる可能性を考慮する必要
がある。
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